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EXPERIMENTAL STUDIES OF MALE INFERTILITY AND ZINC
Nobutoshi OKA, Osamu MATSUMOTO and Sadao  KAMIDONO 
  From the Department of Urology, School of Medicine, Kobe University 
                 (Director: Prof. S. Kamidono)
   The physiological role of zinc in sperm motility was studied. There was a positive 
correlation between the sperm motility and the low molecular weight binding zinc (ultrafiltrable 
zinc) concentration. The low molecular weight binding zinc was purified by gel filtration and 
identified as zinc citrate by gas chromatography/mass spectrometry. The addition of zinc 
citrate to the fresh semen of the patients with asthenozoospermia stimulated sperm motility. 
These results suggest that zinc has a significant role in human sperm motility.
Key words: Male infertility, Zinc Low molecular weight binding zinc, Zinc citrate, Sperm 
          motility
緒 言
近 年,亜 鉛 は特 に生 体 の必 須 元 素 と して の役 割 が注
目され る よ うに な り,各 臓 器 や 組 織 と亜 鉛 に関 す る臨
床 的研 究 が 増 加 しつ つ あ る.
亜鉛 と雄 性 生殖 系 につ い て は,BcrtrandとVla-
descoi)が1921年に ヒ ト精 漿 中 に 高濃 度 の 亜 鉛 が 存
在 す る こ とを報 告 した の が 最 初 で あ り,1953年には
MawsonとFisher3)は,精漿 中亜 鉛 が前 立 腺 に 由来
す る こ とを 明 らか に した.そ の 後,諸 家 の 研究 に よ
り,ヒ ト臓 器中 では前 立 腺 の亜 鉛 濃 度 が最 も高 い こ と
が 明 らか に され,体 液 で は 正 常 の ヒ ト精 漿 は血 清 の
100倍,前立腺 液 で は 同様 に300倍もの亜 鉛 を 含 有 して
い る こ とが 明 らか に され た2・4-v7).この精 漿 中 亜鉛 の
生理 学 的 意 義に つ い て は精 子運 動 能 との 関連8-1。),精
子 細 胞 膜 の 安定 化li・12),精子 ア ク ロシ ソ活 性 の 抑 制13)
奇 形 精 子(coiledtailなど)と の 関連14),抗菌 作
用15)などに つい て 検討 され て い る.ま た,精 子 中亜 鉛
の生 理 学 的意 義 につ い て も精 子 運 動能16、ls)や酸 化的
リ ン酸 化 に必 要 なzinc-1ipoproteincomplexesの蓄
積 との 関連19)および精 子 細 胞膜 の安 定 化作 用20)などに
つ い て の研 究 が み られ る.
これ らの成 績 の う ち,亜 鉛 と精 子 運動 能 に つ いて
は,亜 鉛 が 精 子運 動 性 に促 進 的 に作 用 す る と す る も
の8・21),逆に抑 制 的 に作 用 す る との報 告lo?もあ り,い



























精 液が 十 分 に液 化 した 後 に精 子 濃 度,精 子運 動 率 お よ
び 平均 運 動速 度 を 当科 に て 開発 した マ イ ク ロ コ ンピ ュ
ー タ を 用 い た 自動 精 液 検 査 装 置(BilevelPicturc
ProcessingSystem)にて測 定 した23).精子 奇形 率は
精 液塗 抹 のPapanicolaou染色 標 本 を作 成 し,Mac-
leoldの分 類 に 従 って 算 定 した24).精子 ア クロ シ ン活
性 はBAEEIADH(benzoylarginineethylesterl
alcohol/dehydrogenase)法に て測 定 した25).精子 侵
入 試験(spermpenetrationassay;SPA)は透 明帯
除 去 ハ ム スタ ー卵 を用 い て検 査 され た26).精漿 中亜 鉛
お よび マ グネ シ ウ ム濃 度 を原 子 吸光 法 に て測 定 した.
精 漿 は精 液 検査 後 の 精 液 を2,000g×30分間 に て遠 心
分 離 し,精 漿 中 亜鉛 お よび マ グネ シ ウ ムを測 定す る ま
で 一20Cで 保 存 した.精 漿 中亜鉛 お よび マ グネ シ ウ
ムは,精 漿 を蒸 留水 に て200倍に希 釈 し,原 子 吸光 光
度 計(Perkin-Elmer403)にて測 定 され た.亜 鉛 の
測 定 条件 はlumpcurrent10mA,resonanccline
213.9nm,slitO.1mmとした.cv値 は1.8%であ り,
亜鉛 添 加 回収 試 験 では97.8%の回収 率 で あ った.
3.限 外濾 過 性亜 鉛 の 測定
蛋 白非 結合 亜 鉛 と して,限 外濾 過 法 に よ り精 漿30検
体 の限 外 濾過 性 亜鉛 を 測 定 した.限 外濾 過 性亜 鉛 の分
離 に ば,検 体 が 少量 で も測定 可 能 で,か つ 精 漿 の希釈
が 起 こ らず,pH,イ オ ソ濃度 と もに変 化 を与 えず,
短 時間 に 分離 す るこ とが で き る遠心 型 タ ンパ ク結 合試
験 器 〈MicrQpartitionsystem,MPS-3(Amicon,
USA)〉を使 用 した.
精 漿0.5mlをMPS-3試 験 器 に 注入 し,2,0009
×30分間 遠心 分 離 した 後,得 られ た濾 液 を 蒸 留 水 で
200倍に 希釈 し,原 子 吸光 法 に て亜 鉛濃 度 を測 定 した.
MPS・3試験 器に 使 用 さ れ て い るYMTメ ン ブ レン
の分 画 分子 量 は30,000であ り,YMTメ ンブ レソの亜
鉛 吸着 率 は3・2%(n=9)であ った.
4.ゲ ル濾 過 法 に よ る亜 鉛結 合 物質 の 分析
SephadexG-25(PharmaciaFineChemicals,
Uppsala,Sweeden)を用 いた ゲ ル濾過 法 に よ り,亜
鉛 結 合物 質 を分 析 した.
通 常 のSephadexはデ キ ス トラ ンの 架 橋:によって
構 成 され てい る 軟性 ゲル で,親 水性 置 換基 は ヒ ドロキ
シ ル基 で あ る.し か し,こ れ らSephadex分子 ふ る
い用 の充 填 剤 に は残 留 カルボ キ シル基 も少 量 含 まれ て
い るた め陽 イ オ ン性 化合 物,た とえば 金属 イオ ンな ど
が カ ラ ムに 良 く吸着 され る.こ の よ うな カルボ キ シ ル
基 に よる妨 害 を除 くた め,今 回は カル ポキ シル基 を水
素 化 ホ ウ素 ナ トリウ ム で ヒ ド ロキ シル基 に 還 元 し た
Sephadcxを用 いた27).
ゲル は5,5×300mmの ガ ラス カ ラ ムを充 填 され,
ゲ ル の平衡 化 お よび溶 出液 と して0・05MTrisHCI・
pH7、4を用 い,カ ラムは室 温 に保 った ・ そ れ ぞれ の
カ ラ ムの充 填 状態 お よび排 除体 積VoはBlueDext『
rane2,000(PharmaciaFineChemicals)を用 い て
調 ぺ た.充 填 さ れ た ベ ッ ドの総体 積 は カ ラ ムの サ イ
ズか ら計 算 され た,分 子 量 マ ー カー と して ・ キ モ トリ
プ シ ノー ゲ ンA(分 子 量25,000,pharmaciaFine
Ch。mi、a1、),アンギ オ テ ソシ7]ア ナPtグDD-3489
(分子量1,109,第一 製 薬)お よ びNAD(nicotina一
皿ide/adeninedinucleotide)(分子 量663,Sigma・
USA)を 用 い た.流 速 はo.3ml/min・と した ・ ゲル
濾 過 さ れ た 溶 出液 中 の蛋 白質量 は280nmの 吸光 度
で 検索 し,亜 鉛 は 原子 吸 光法,グ エ ソ酸 は酵 素法 で 測
定 され た,
試 料 は 正常 男 性 よ り得 た精 漿 お よび そ の 限外 濾 過 性
亜鉛 を 用 いた.と こ ろで,精 漿 を 含め 体 液 中 の低 分 子
物 質 結 合亜 鉛 は クエ ン酸 亜 鉛22・27・28).ピコ リ ン酸 亜
鉛29),塩化亜 鉛15)など と して存 在す る と報告 され て お
り,統 一 され た 見解 は み られ て い な い.そ こで,対 照
は ク エ ン 酸亜 鉛(分 子 量606,関東 化学),塩 化亜 鉛
(分子 量136,和光純 薬)お よび ピ コ リ ン酸 亜鉛 く ピ コ
リ ン酸(分 子量123,和光 純 薬)と 塩 化 亜 鉛 に よ り合
成 した〉 の3者 を 用 い た.
5.Gaschromatography/massspectrometry
(GCIMS)による亜 鉛 結 合低 分 子 物 質 の分 析
試 料 は,ゲ ル濾 過 に て分 離 された 低 分 子物 質結 合 亜
鉛 分 画 を凍 結乾 燥 した もので,対 照 は前 項 の 実 験成 績
か ら クエ ン酸亜 鉛 と した.こ れ らサ ンプル を ガ ラス ス
ク リューバ イ ア ルに と り,5%塩 酸 メタ ノ ール(半 井
化 学)1mlを 加 え た 後 に100℃,30分間 加 圧 加 熱 し,
亜 鉛結 合 物 質を メチ ル エ ス テル誘 導 体 と した.
Gc1Ms分 析 装置 は,JMs-Dx300(日本 電 子製)
に デ ー タ 解 析 用 コ ソピ ュー タ と してJMA-5000をオ
ン ライ ンし,カ ラ ム は30m×0.53mm(filmthick-
ness)FusedSilicaMegaBoreColumnDB-1(J&
WScicnti丘clns.)を用 い,キ ャ リア ガ スHe(流 速
30ml/ml),カラ ム温 度150～220℃(昇温8℃/min.)
の プ ロ グラ ム昇温 を 行 い,エ ソ リッチ ャー温 度 は280。
Cに 設 定 した.質 量 分 析 部 の 条件 は,EIモ ー ドで
加 速 電 圧3KV,イ オ ソ化 室温 度250℃,イ オ ン化 電
流300μA,イ オ ソ化電 圧70eV,分 解 能500の条件 で
質量 数100～500を3秒サ イ クル で スキ ャ ン した.
6.亜 鉛 の精 子 運 動 能 に対 す る効 果
1)洗浄 射 出精 子 浮遊 液 の作 製
妊 孕 性 を 有す る 正常 男 性 よ り得 た精 液 をMannに
岡 ・ほ か:男 性不 妊 ・亜鉛
よるsperm・Ringersolution,pH7。0(140mMNa
Cl,5.7mMKCI,1.4mMKH2PO,,1.4mMgSO4
・7H20,2.6mMNaHCO3を 含 む0.1Mリ ン 酸緩
衝 液)に て2回 洗 浄 し,精 子 濃 度 が20～40×106/ml
とな る よ うに精 子 浮 遊液 を 調整 した,生 理 的 食塩 水
に クエ ン酸 亜鉛 を溶 解 し,最 終 亜 鉛 濃 度 が0.02mM,
02mMお よ び2mMと な る よ うに クエ ン酸 亜鉛
溶 液 を調 整 した.次 に,精 子 浮 遊 液0.2m1と クェ ン
酸 溶液o.2mlを 混 合 し,最 終 精 子 濃 度10～20×lo6/
ml,最終 亜 鉛 濃 度OmM,0.OimM,O.1mMお よび
1mMと な る よ うに調 整 した.な お,ク エ ン酸 亜鉛
溶 液 はpH7.0と な る よ うに調 整iした.
2)精管 精 巣 上体 精 子 浮 遊液 の 作製
精 管 精 巣 上体 精 子 は前 立 腺 癌患 者3例 の精 巣除 去術
に さい して 摘 出 し た 精管 精 巣 上 体6検 体 か ら 採 取 し
た.方 法 は 精 管 断端 よ り逆 行 性 に22Gア ンギ ォ ヵ ッ
トを挿 入 し,精 巣上 体体 部 に 切 開 を加 え 注 射器 を用 い
て 生理 的 食 塩 水 でwashoutし た.こ の 溶 液 を250
gx30分間 遠心 分 離 した後,sperm-Ringersolution,
pH7.oで2度 洗 浄 し,精 子 濃 度10～20×106/mlに
な る よ うに 精子 浮 遊液 を調 整 した.次 に,精 子 浮遊 液
0.2mlとクエ ン酸亜 鉛 溶液0。2mlを 混合 し,最 終 精
子 濃度5～10x106/ml,最終 亜鉛 濃 度OmMお よび1
1nMと な る よ うに調 整 した 。
3)精子 浮 遊 液 の精 子 運 動能 の 測 定
精子 浮 遊 液(25℃)に 各 種 濃度 の 亜 鉛 溶 液 を 添 加
し,経 時 的 に精 子 運 動 率 お よび 平均 運 動 速度 をBPP
svsternを用 い て 測 定 した.亜 鉛 添加 直 後 の運 動 率 お
よび平 均 運 動速 度 を100とし,運 動能 の 経時 的 変 化 は
そ れ らに 対 す る比 率 で表 わ した.
4)クエ ン酸亜 鉛 と男性 不 妊 患 者精 子
当科 不 妊 外来 に通 院 して い る患 者 の う ち精 子 濃 度
20～40×106/ml,精子運 動 率20～40%の精子 無 力 症患
者精 液7検 体 を 対 象 と し,2mMの 亜 鉛 濃 度 に 調整
した クエ ン酸 亜鉛 溶 液(pH7.0)を添 加 し,精 子 運 動
3
率および平均運動速度の変化を経時的に検討した.対





















































































































































/ml(21～120)であ っ た(Fig.3).精漿 中限 外 濾過
性 亜 鉛濃 度が 平 均値 よ りも高 濃度 と低 濃 度 の2群 に分
け各 種精 子 パ ラ メー タを 対比 す る と,平 均 運動 速 度が
前 者 に お い て有 意(p<0.05)に高か った(Table3)。
精 漿 中 亜鉛 濃 度 と平 均 運 動速 度 との 間 には 正 の相 関関
係 を認 め,相 関係 数r=O・434(p<0.05),回帰 直 線は
Y=o.09x+21.oであ った(Fig.4)。
3.ゲ ル濾 過 法 に よ る低 分 子 物質結 合亜 鉛 の分 析
(Fig・5)
分 子 量 の 大 き く異 な った 物 質 の分 離 に 有用 なSe-
phadexG-25を用 いた 精 漿 の ゲ ル 濾過 ク ロマ トグ




















で3つ の ピー クを示 してい る.精 漿 中亜 鉛 濃 度 はVe/
vo=1.15とve/vo=1.64の2峰性 の ピー ク を 示
し,高 分子 物 質 結 合亜 鉛 と低 分 子物 質結 合 亜 鉛 の存 在
が示 唆 され た.
精 漿 の 限外 濾 過 液 の ゲ ル ク ロマ トグ ラム(Fig・5-b)
は精 漿 と 同様 に280nmの 吸光 度 で3つ の ピー クを
示 した が,最 初 の ピ ー クが痕 跡 程 度 で あ り,分 子 量
30,000以上 の高 分 子 物 質 が除 去 され た た め と考 え られ
た.
対 象 と した 亜鉛 化合 物 は,ク:一 ソ酸亜 鉛VeXVo==































1.64,ピリ コ ソ酸亜 鉛velvo=1.94,塩化亜 鉛ve/v
o=3.27にピー クを示 し,精 漿 中低分 子 物 質 結合 亜 鉛
と クエ ン 酸 亜鉛 の ピー クがVe/Vo=1.64で一 致 し
た.
この こ とか ら,低 分 子 物 質 結 合亜 鉛 は クエ ン酸 亜 鉛
で あ る こ とが強 く示 唆 され た.
4.Gaschromatography/massspeetrometry
によ ク エ ン酸 の 同定
Fig.6はゲル濾 過 に て 分離 され た 低 分 子物 質 結 合
亜鉛 お よ び クエ ン酸 亜 鉛 の メチ ル エ ス テル誘 導 体 を
GC/MSに て 分 析 し たtotalionchromatogram
(TIC),マス ク ロマ トグ ラ ム(MC,Fig.6・a)およ
び マス スペ ク トル(MS,Fig.6-b,c)が示 され て い
る.試 料 と標 品をGC/MSの 同条 件 で 分 析 し,GC
にお け る 保 持 時 間 の 一致 お よびMSに お け る開 裂 様
式 が 合致 す るか ど うか を検 討 した.
な お,本 実 験 では クエ ン酸 亜 鉛 を5%塩 酸 メタ ノー
ル中 で 加熱 高 圧 分解 し,亜 鉛 は塩 化物 と し,同 時 に ク
エ ソ酸 を ト リメチ ル エ ステ ル化 を 行 い 分析 され た.な
8)




























































































































































































































































































































































































































合亜鉛とクエン酸亜鋤 ～と もに21・・mで 最大吸収
を示し,一致したことから,それはクェソ酸亜鉛であ
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